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菌と比べて抗菌剤に対して，高くて約 250 倍の抵抗性があると言われている． 











 今回，我々はこのバイオフィルムモデルを用いて，初期に付着した 24 時間培
養後と薬剤への抵抗性が強くなった 72 時間後のバイオフィルムに対する過酸化
尿素の抗菌効果を検討した． 
 市販のホームブリーチング剤である HiLite Shade Up ならびに Opalescence 
Regularを 20倍希釈したものと齲蝕予防で使用される 0.2% クロルヘキシジンは
24時間培養後と72時間培養後のバイオフィルムに対して同等の殺菌効果を示し
たという結果が得られた．また，0.5, 2.5, 5, 10%に調整した各濃度の過酸化尿素
水溶液を用いて濃度依存性を調べた結果，強い負の相関が得られ， 24 時間培養





























 結果として，20 倍に希釈されたホームブリーチング剤は，24 時間培養後と 72
時間培養後のバイオフィルムに対して 0.2%グルコン酸クロルヘキシジン洗口液
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く，毒性や副作用を起こさないと言われている 5, 6)． 
近年，鈴木らは過酸化尿素が齲蝕病原菌（Streptococcus mutans, 







































 表 1 に使用した各試薬を示した．試験群として，過酸化尿素水溶
液は粉末（Sigma-Aldrich, St. Louise, Missouri, USA）を滅菌脱イオン
水（DW）にて 10, 5, 2.5 および 0.5 ％の濃度に調製した 10CP, 5CP, 
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2.5CP, 0.5CP，市販のホームホワイトニング剤である HiLite Shade Up
（Shofu Inc., Kyoto）と Opalescence Regular（Ultradent Products Inc., 
South Jordan, Oregon, USA）（表 2）を滅菌 DW にて 20 倍まで希釈し
た 0.5HS, 0.5OR，また，対照群として，CORSODYL（0.2％グルコン







供者は採取する前の 24 時間前からブラッシングを，2 時間前から飲
食を控えた．次いで Parafilm M Barrier Film（Pechiney Plastic Packaging, 
Chicago, Illinois, USA）を咀嚼することにより刺激唾液を採取した．
採取した唾液を壊死組織片除去のために，滅菌したガラスウール
（NRK GRW-10，Nippon Rikagaku Kikai CO. LTD., Tokyo）にて濾過し
た後，滅菌された 70％グリセリンにて 2 倍に希釈して，実験に使用




 バイオフィルムの形成は，Exterkate らが考案した“high-throughput 
active attachment model（図 1）”を使用した 21, 22)．24 ウェルプレート
（Greiner Bio-One Japan, Tokyo）の各ウェルに，50 倍希釈した唾液を
添加させた buffered McBain 2005 培養液（2.5 g/l mucin, 2.0 g/l Bacto 
peptone, 2.0 g/l Trypticase peptone, 1.0 g/l yeast extract, 0.35 g/l NaCl, 0.2 
g/l KCl, 0.2 g/l CaCl2, 0.001 g/l hemin, and 0.0002 g/l vitamin K1 , 0.2 % 
sucrose, 50 mmol/l PIPES を含有し pH 7.0 に調製 26））を 1.5 ml 注入，
特注で作製したステンレス製の 24ウェルプレートの上蓋内面に取り
付けた固定クランプにカバーグラス（直径 12 mm，厚さ 0.15 mm，
Menzel, Braunschweig, Germany）を懸架し，10 % CO2, 10 % H2, 80 % N2
の嫌気条件下，37 ºC で 10 時間培養後，唾液を含まない新鮮培養液
入りの 24 ウェルプレートに交換して，カバーグラス上にバイオフィ
ルムを形成した（図 2）．培養時間は合計 24 時間および 72 時間とし，






いるステンレス製の 24 ウェルプレートの上蓋を，各薬液を 1.6 ml 注
入した 24 ウェルプレートに移し，カバーグラス上に形成されたバイ
オフィルムを浸漬処理した．Cont（DW），およびすべての CP，0.5HS
および 0.5OR の処理は嫌気条件下で 30 分間，また 0.2CHX および
0.2NaF の処理は 5 分間とした．処理時間は製品指示書ならびに臨床
での使用方法を参考に決定したが，HS および OR の使用時間は最短
に設定した．  
5．生菌数の測定（CFU/ml） 
 抗菌剤処理後，ウェルプレートの上蓋を cysteine peptone water
（CPW）を 2.0 ml 注入したウェルプレートに移して，上蓋を上下に




し，CPW を 2 ml 注入したプラスティック容器中に浸漬，90 秒間の
超音波処理（Transsonic T780，Elma electric GmbH, Stuttgart, Germany）




バイオフィルムを分散させた懸濁液を CPW にて 106倍まで段階希釈




 統計分析は専用の統計ソフト（IBM SPSS ver. 21.0，IBM, Tokyo）
にて行った．各薬液の殺菌効果の検討は有意水準５%で one-way 
ANOVA および Games-Howell 検定にて行った．また，細菌数と CP
濃度の関係性を有意水準 1 %で Spearman の順位相関係数にて評価し
た． 
7．共焦点レーザー顕微鏡観察（CLSM 観察） 
 72 時間培養後のバイオフィルムを Cont，0.5CP，10CP にて処理後，
生理食塩水にて洗浄し，SYTO 9 と propidium iodide（LIVE/DEAD 
BacLight Bacterial Viability Kit L-13152, Molecular Probes, Eugene, 
Oregon, USA）にて 30 分間染色を行った．染色されたバイオフィル
ムが付着しているカバーグラスをスライドグラス上に乗せ，60 % グ




ライドグラスを共焦点レーザー顕微鏡（Nikon E800, Nikon, Tokyo）
にセッティングした後，各バイオフィルムを表層，中間層，深層に
分けて，過酸化尿素の濃度による生菌と死菌の状態を観察した（図 4）．
観察した CLSM 画像は専用のソフトウェア（Simple PCI, Hamamatsu 





 図 5 に 24 時間培養のバイオフィルムに対するホームブリーチング
剤とその他抗菌剤の処理後の生菌数を示した．生菌数を比較した結
果，Cont（8.48×107 ± 1.91×107 CFU/ml）と 0.2NaF（9.66×107 ± 9.48×106 
CFU/ml）の間に有意な差が見られなかったが，ホームブリーチング
剤である 0.5HS（2.20×105 ± 9.27×104 CFU/ml）と 0.5OR（3.04×105 ± 
1.06×10
5
 CFU/ml）はそれぞれ Cont に対して 99.7 %，99.6 %の減少を
示した．また，ホームブリーチング剤は Cont や 0.2NaF より有意な
生菌数の減少が確認され，Cont に対して 99.6 ％の減少を示した










 CFU/ml，2.5CP；6.14×103 ± 6.77×103 CFU/ml，
5CP；0 CFU/ml，10CP；0 CFU/ml），細菌数と CP の濃度の関係性は
強い負の相関（r = -0.962，p < 0.01）を示した（図 6）．また 5CP およ
び 10CP においては血液寒天培地上に細菌の発育が見られなかった． 
3．72 時間培養バイオフィルムに対するホームブリーチング剤の殺菌
効果 
 図 7 に 72 時間培養のバイオフィルムに対するホームブリーチング
剤とその他抗菌剤の処理後の生菌数を示した．生菌数を比較した結
果，Cont（1.52×109 ± 3.93×108 CFU/ml）と 0.2NaF（1.48×109 ± 2.04×108 
CFU/ml）の間に有意な差が見られなかったが，ホームブリーチング
剤である 0.5HS（1.60.E×108 ± 9.96×107 CFU/ml）と 0.5OR（2.34×108 ± 
1.07×10
8
 CFU/ml）はそれぞれ Cont に対して 89.5 %，84.6 %の減少を
示した．また，ホームブリーチング剤は Cont や 0.2NaF より有意な
生菌数の減少が確認され，Cont に対して 88.8 %の減少を示した










 CFU/ml，2.5CP；3.57×104 ± 4.05×104 CFU/ml，
5CP；2.00×101 ± 2.31×101 CFU/ml，10CP；0 CFU/ml），72 時間培養バ
イオフィルムに対しても，細菌数と CP の濃度の関係性は強い負の相
関（r = -0.969，p < 0.01）を示した（図 8）．また 10CP においては血
液寒天培地上に細菌の発育が見られなかった． 
5．CLSM 観察 
 72 時間培養バイオフィルムに Cont，0.5CP および 10CP で浸漬処












Bentley らはホームブリーチング剤をカスタムトレーに入れて 1 日 1


















































 近年 in vitro において，バイオフィルムに対する過酸化尿素の殺菌
効果についての論文が発表された 20)．この論文は 24 ウェルプレート
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表 1． 本実験で使用した薬剤と処理時間 
 
表 2． 本実験で使用したホームブリーチング剤の成分 
 
図 1． 本実験で使用したバイオフィルムモデル 
 
図 2． バイオフィルムの形成法 
 カバーグラスを特製の蓋に固定した後、唾液と培養液を注入した
24 well プレートに装着し、嫌気培養を行った． 
 
図 3． 実験タイムスケジュール 
 培養液の交換は 10 時間 14 時間のサイクルで行い， 24 時間あるい
は 72 時間まで培養を行った． 
 
図 4． CLSM 観察部位 





図 5． 24 時間培養後のバイオフィルムに対するホームブリーチング
剤の殺菌効果 




図 6． 24 時間培養後のバイオフィルムに対する CP の各濃度の殺菌
効果 




図 7． 72 時間培養後のバイオフィルムに対するホームブリーチング
剤の殺菌効果 






図 8． 72 時間培養後のバイオフィルムに対する CP の各濃度の殺菌
効果 




図 9． Cont，0.5CP，10CP にて処理した後の Live/Dead 染色された 72
時間培養後のバイオフィルムの CLSM 画像（Bar = 100 µm）． 


































































































異種符号間に有意差あり ( p < 0.05 ),
One-way ANOVA with Games-Howell test (n=10)
図 5． 
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図 6． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 34 
 
図 7． 
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図 8． 
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図 9． 
 
 
 
